













学校编码：10384                                     分类号  密级   















Structural study of non-structural protein 1 (NS1) from 





专  业 名 称：细胞生物学 
论文提交日期：2013 年 04 月 
论文答辩时间：2013 年 05 月 
学位授予日期：2013 年 07 月 
  
答辩委员会主席：           
评    阅    人：           





















另外，该学位论文为（                            ）课题（组）
的研究成果，获得（               ）课题（组）经费或实验室的
资助，在（               ）实验室完成。 
 
声明人（签名）： 






























（  √   ）1.经厦门大学保密委员会审查核定的保密学位论文，
于 2014 年 9 月 1 日解密，解密后适用上述授权。 





                             声明人（签名）： 























NS1 蛋白全长包含两个结构域，一个是 N 端的 RNA 结合区（RBD），NS1
通过该结构域与病毒 mRNA 相互作用，调节病毒特异性蛋白的翻译，从而增强
病毒的复制；另一个是 C 端的效应区（ED），NS1 通过该结构域和其他蛋白相互
作用来阻断宿主 I 型干扰素 IFN 的组装，抑制干扰素诱导蛋白的激活，从而逃避
或拮抗宿主的免疫系统。同时，NS1 蛋白能够与多种其他蛋白相互作用，参与细
胞内多种信号通路的传导，如 NS1 能够与 Crk 家族蛋白相互作用激活 PI3K 信号
通路。可以看出，NS1 作为一种多功能调节蛋白，对流感病毒的毒性起着至关重




变型基因序列构建到原核表达载体 pGEX-4T-1 和 pET-28a 中。采用原核表达系
统重组表达可溶的目的蛋白，提取后采用亲和层析和凝胶排阻层析对目的蛋白进
行纯化，获得高纯度高浓度的目的蛋白，最后通过蒸汽扩散法对目的蛋白进行结
晶条件的初筛。同时，进行了 NS1 蛋白与 CrkⅠ蛋白的相互作用复合物的纯化实
验。 
 
























As one main type of human influenza pathogens, influenza A virus can infect 
human beings and various kinds of animals with a potential to give rise to human 
influenza pandemics causing serious casualties and damage. The highly pathogenic 
H5N1 is one subtype of influenza A virus and has infected not only poultry, but also 
human beings, often with lethal results. H5N1 has been spreading to many countries 
and causing global concern. The non-structural (NS1) protein of influenza A virus is 
an important virulence factor during viral infection and spread. NS1 has a high level 
expression in infected cells and plays an important role in virus replication, 
prevention to apoptosis of infected cell and inhibition of host immune responses 
through multiple RNA-protein and protein-protein interactions.  
NS1 consists of two domains. One of them is the N-terminal double-stranded 
RNA-binding domain (RBD) with which NS1 regulates some virus-specific protein 
translation to enhance viral replication through the interaction with virus mRNAs. The 
other is the C-terminal effector domain (ED) and NS1 can help virus evade or 
antagonize the host IFN immunity by blocking the assembly of IFN as well as 
inhibiting activation of IFN-induced proteins with this domain. At the same time, NS1 
participates in many different kinds of signal transduction pathways through multiple 
interactions with other proteins and the interaction between NS1 and Crk family 
proteins can active the PI3K signaling pathway. As we can see, NS1 is a key 
multifunctional protein for influenza virulence. So that structural analysis of NS1 and 
its complex with other proteins will be helpful for understanding the mechanism of 
influenza virus causing disease and provides a structural basement for research and 
development of effective viral inhibitors.            
In this study, we cloned both native and mutant NS1 with vectors pGEX-4T-1 
and pET-28a. Recombinant NS1 was expressed using prokaryotic expression system 
and purified with affinity chromatography and gel filtration chromatography. Finally 
we got NS1 protein of high purity and high concentration and screened for suitable 
crystallization conditions by vapour diffusion. And we have done some interaction 
experiments between NS1 and CrkⅠto get the complex. 
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感大爆发[1-3]，其中 1918 年由 H1N1 型流感病毒引发的“西班牙流感”爆发，病
例首先在美国发现，并在一年时间内传播至全球范围，共有约世界一半人数感染
患病，当时公共医疗卫生条件有限，最终有 2000 万-5000 万人死亡，数量远远多
于第一次世界大战所致的死亡人数，所造成的灾难是流感流行史上最严重的一次
也是历史上死亡人数最多的一次[4]。1918 年西班牙流感中的 H1N1 型流感病毒是
现代流感病毒的“祖先”，在随后的一个世纪，包括 H2N2、H3N2、H5N1、H9N2
和 H7N2 等亚型在内的流感病毒开始感染人类并大肆传播[5]，这些病毒都保留了
1918 年 H1N1 型的部分基因。1957-1958 年的亚洲流感（H2N2 型病毒）2 月首
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到 8 月流行于中东、非洲，半年内传播至全世界。这次大流感造成全球至少 100
万人死亡[6]。接下来是 1968 至 1969 年的“香港流感”（H3N2 型病毒），这场流
感至少波及世界 55 个国家和地区，造成全球约 150 万-200 万人死亡。1977 年至
1978 年，“俄罗斯流感”在前苏联流行。引发此次流感流行的致病病毒为 1950
年流行的 H1N1 病毒株的变异体。因此，在该病毒株流行期生活过的人，对于
1977-1978 年再次出现的甲型流感病毒 H1N1 病毒株感染具有免疫力和抵抗力。
所以，绝大多数有关 1977-1978 年流感流行的报告均指出，尽管此次流行为典型
的爆发流行，但成年人均为轻微感染[7]。2009 年 4 月开始，墨西哥、美国等地相
继发生了人感染“猪流感”（即新型甲型 H1N1）的事件。此后，疫情迅速蔓延
到世界各地，世界卫生组织于当年 6 月 12 日宣布将此次流感大流行警告升至六
级，意味着甲型 H1N1 流感全球大爆发[8]。 
全球首个感染 H5N1 禽流感病毒死亡的病例是 1997 年 8 月于香港报告的[9]，
自 2003 年起，H5N1 亚型流感病毒感染人类并致死的事件时有报道，截至 2005
年 11 月 25 日，全球已向世界卫生组织报告 132 例人感染病例，其中 68 例死亡，
























































































































与核蛋白（Nucleoprotein，NP）相结合形成。承载了病毒遗传信息的 8 个 RNA
片段分别编码不同的蛋白，保证病毒复制的顺利进行[25]。其中，第 1、2、3 个
节段编码 RNA 多聚酶 Polymerase B2（PB2），Polymerase B1（PB1）和 Polymerase 
A（PA），第 4 个节段编码血凝素（HA）；第 5 个节段编码核蛋白（NP），第 6
个节段编码神经氨酸酶（NA）；第 7 个节段编码基质蛋白（M1 和 M2），第 8 个
节段编码非结构蛋白（Nonstructural protein，NS1 和 NS2）。 
 
图 1-1. A 型流感病毒结构示意图 
Fig.1-1. A schematic diagram of the structure of the influenza A virus. 





可以分为三类[26]：甲型流感病毒（Influenza A virus），又称 A 型流感病毒；乙型
流感病毒（Influenza B virus），又称 B 型流感病毒；丙型流感病毒（Influenza C 
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